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学位論文内容の要旨 
 
【緒言】 
 ソニックヘッジホッグ (SHH) は胎生期の器官形成の発生において重要な役割を果たすことが知られ
ている。SHH はヘッジホッグファミリーメンバーの１つであり，胎生期の器官の形成過程にモルフォゲ
ンとして働く分子量 45kDa の分泌タンパク質である。近年，膵臓癌・胃癌・食道癌・大腸癌・肺癌・肝
臓癌・乳癌など種々の悪性腫瘍で SHH シグナル経路は活性化が腫瘍増殖に深く関与していることが報
告され， SHH シグナルは新たな標的分子として注目されている。一方で口腔扁平上皮癌の癌微小環境
における SHH の発現と，その役割には未だ不明な点が多いのが現状である。SHH が，その受容体
Patched1 に結合すると，Smoothened への抑制が解除され，Gli1, Gli2 が核内移行し種々の因子の転写
が開始される。本研究では，口腔扁平上皮癌微小環境における SHH シグナルの役割について，
Smoothened 選択的阻害剤 cyclopamine を用いて，in vivo ならびに in vitro で明らかにしたので報告す
る。 
 
【材料と方法】 
１）ヒト口腔扁平上皮癌細胞株 SAS, HSC-2, HSC-3 ならびに HSC-4 細胞を用い，それら細胞株にお
ける SHH 関連シグナル分子の発現を，ウエスタンブロット法を用い検討した。 
２）cyclopamine が口腔癌細胞の増殖能及び運動能に与える影響は，細胞数のカウント及び wound 
healing assay を行い検討した。 
３）cyclopamine が in vivo における腫瘍増大に与える影響は，6 週齢雄 BALB/c 系 nu/nu ヌードマウ
スの背部皮下に SAS 細胞を 2×106個で移植後 7 日目より cyclopamine を 50mg/kg で連日腹腔内
投与し，腫瘍体積を経時的に計測した。投与 2 週間後にマウスを屠殺し，腫瘍塊を取り出し組織切
片を作製した。切片は，H-E 染色ならび SHH, Patched-1, Gli1, Gli2, CD31 の免疫組織学的染色
を行い評価した。 
４）cyclopamine が血管新生に与える in vivo における検討は，上記マウス皮下腫瘍モデル摘出物の新
生血管長及びその面積を Lumina Vision を用いて測定した。血管内皮細胞の管腔形成能に与える
影 響 は  rat aorta ring assay, ヒ ト 臍 帯 静 脈 血 管 内 皮 細 胞  (HUVEC) に お け る
細胞増殖能，運動能及び遊走能は，細胞カウント，wound healing assay, migration assayを用いて
検討した。  
 
【結果】 
１）SAS, HSC-2, HSC-3 および HSC-4 細胞において SHH の発現が認められた。SAS 細胞，HSC-2 細
胞においては，Patched-1, Gli1, Gli2 が高発現していた。 
２）SAS 細胞, HSC-2 細胞に cyclopamine (5, 10, 20μM)を添加すると，濃度依存的に細胞増殖能が有
意に抑制された。また，SAS 細胞へ cyclopamine を添加すると，SAS 細胞の運動能は有意に抑制
された。 
３）cyclopamine 投与群は有意にマウス皮下腫瘍体積ならびに腫瘍重量が抑制された。摘出材料の免疫
組織学的染色において CD31 陽性の血管数は cyclopamine 投与群が対照群と比較し有意に減少し
ていた。また cyclopamine 投与群は，対照群と比較し SHH, Patched-1, Gli1, Gli2 の染色強度が
弱かった。 
４）rat aorta ring assay を用い SHH の管腔形成能を検討したところ，新生血管の進展距離，管
腔形成能が有意に促進され，その促進効果は cyclopamine によって有意に阻害された。
cyclopamine (5, 10, 20μM)を血清存在下で HUVEC に添加すると，対照群と比較して増殖能，運
動能および遊走能は濃度依存的に有意に抑制された。また，HUVEC に SAS 細胞の培養上清を添
加すると，増殖能は有意に促進され，その増殖促進効果は cyclopamine 濃度依存的に抑制され
た。 
 
【考察】 
 口腔癌細胞から産生される SHH は，受容体 Patched-1 ならびにそのシグナル分子 Gli1，Gli2 を高発
現する癌細胞に対しオートクラインに作用し腫瘍増殖を促進することがわかった。in vivo におけるマウ
ス皮下腫瘍モデルで，cyclopamine 投与群で腫瘍新生血管が有意に抑制していることから，腫瘍自身の
産生する SHH が血管新生に関与する可能性が推察された。そこでこの現象を証明するため rat aorta 
ring assay を行うと，SHH シグナルの血管新生作用が明らかとなり，SAS 細胞培養上清
により HUVEC の増殖促進効果が cyclopamine 添加で抑制されることから，腫瘍自身の産生する
SHH が血管内皮細胞に対してもパラクラインに作用し，血管新生を介して癌細胞の増殖を促進する可
能性が示唆された。さらに，血清存在下での HUVEC の増殖能・運動能・遊走能が cyclopamine 添加で
抑制されることから，癌微小環境下で種々の増殖因子により血管内皮細胞自身の産生する SHH がオー
トクライン的に作用し，血管新生能が亢進していることが示唆された。 
 
【まとめ】 
  口腔癌微小環境における SHH シグナルは，腫瘍細胞ならびに腫瘍血管新生の標的分子となる可能
性が明らかとなり，Smoothened 選択的阻害剤は，口腔癌の新たな分子標的治療薬となる可能性が期
待される。  
 論文審査結果の要旨 
 
  
